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Genetic diversity of asses’ five populations through the use of
microsatellites markers
Abstract. Genetic characterization of five asinine populations, corresponding to two Brazilian breeds
(Nordestina - two populations - and Marchador Brasileiro), a local breed of Portugal (Burro de Miranda) and
a diverse group of individuals from different Iberian populations was performed based on 193 animals. Fifteen
microsatellites markers were analyzed in order to estimate the inter/intra population variability as well as to
know the genetic relationship between Brazilian and Iberian asses. The results showed that the majority of loci
were not at Hardy-Weinberg equilibrium in the investigated populations due to a significant excess of
homozygotes (P<0.05). Brazilian populations are not linked to European populations. The two Nordestina
breed populations showed a well-defined structure and can be considered as two distinct populations. The
Conservation Nucleus of Marchador Brasileiro breed, however, showed two different clusters, probably due to
its reduced size with individuals from different origins (FIS = 0.2714). These donkeys are a high priority for the
conservation of genetic resources. The information generated by microsatellites can be used for mating strategies
in order to recover their diversity, especially regarding to the excess of homozygotes. There will be a new
sampling in this Nucleus, in order to know more precisely the level of inbreeding present to supervise its
diversity.
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Resumen. Se ha llevado a cabo la caracterización genética de cinco poblaciones asnales correspondientes
a dos razas brasileñas (Nordestina - dos poblaciones - y Marchador Brasileiro), una raza autóctona de Portu-
gal (Burro de Miranda) y un grupo heterogéneo de individuos procedentes de diversas poblaciones ibéricas, en
base a un total de 193 animales muestreados. Para ello, se analizaron quince marcadores microsatélites con el
objetivo de estimar la variabilidad genética inter e intrapoblacional, así como, para conocer las relaciones
genéticas existentes entre los asnos nacionales brasileños e ibéricos. Los resultados mostraron que la mayoría
de los loci no estaban en equilibrio Hardy-Weinberg en las poblaciones investigadas, debido a un exceso
significativo de homocigotos (P<0,05). Las poblaciones brasileñas no se agruparon con las poblaciones euro-
peas. Las dos poblaciones de raza Nordestina presentaron una estructura bien definida y se pueden conside-
rar como dos poblaciones distintas. El Núcleo de Conservación de la raza Marchador Brasileiro, sin embargo,
mostró dos clusters distintos, probablemente debido a su reducido censo efectivo con individuos de diferentes
orígenes (FIS = 0,2714). Estos asnos son de alta prioridad para la conservación de sus recursos genéticos. La
información generada por los microsatélites puede usarse para programar las estrategias más óptimas de
apareamiento con el fin de rescatar su diversidad, especialmente con relación al exceso de homocigotos obser-
vado. Para ello, se realizará un nuevo muestreo más exhaustivo en este Núcleo, con el fin de conocer de forma
más precisa el nivel de endogamia presente para supervisar su diversidad.
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Los recursos genéticos animales constituyen un
patrimonio invaluable para el uso zootécnico. La
pérdida de la diversidad genética de las poblaciones
reduce la posibilidad de conservar, mejorar la pro-
ducción y la productividad sostenible, así como, la
capacidad de respuesta adaptativa a los cambios de
las condiciones ambientales (FAO, 2012).
Los asnos fueron domesticados hace más de 6 mil
años. Es una especie de gran importancia social, cul-
tural y económica (Almeida et al., 2009). En Brasil los
burros tuvieron un papel clave en las actividades
rurales, ya fuera por su fuerza y capacidad de trabajo
o por su facilidad de adaptación y resistencia a las
condiciones de vida muy difícil. Sin embargo, en la
actualidad, con el avance de la mecanización agríco-
la, los asnos han pasado a ocupar una posición se-
cundaria en el campo.
Debido a la toma de conciencia acerca de la im-
portancia de estos recursos genéticos, en Brasil fuè
implementado un Núcleo de Conservación de la raza
Marchador Brasileiro por parte de la Secretaria de
Agricultura y Abastecimiento del Estado de São
Paulo, localizado en Colina y, en Portugal, la Asocia-
ción para el Estudio y la Protección del Ganado As-
nal – AEPGA (http://www.aepga.pt/).
Estas razas están en peligro de extinción debido a
su reducido tamaño de población. Por lo tanto, la
evaluación de la diversidad genética y el estudio de
la estructura poblacional representan un primer paso
fundamental para establecer las prioridades básicas
de un futuro programa de conservación y mejora de
estos recursos genéticos animales. El objetivo del pre-
sente estudio fue estimar la variabilidad genética entre
e intrapoblacional y conocer asimismo las relaciones
genéticas existentes entre las razas Brasileñas
(Nordestina y Marchador Brasileiro) y de Portugal
(Burro de Miranda), con el fin de contribuir a la con-
servación de estos recursos genéticos.
Introducción
Material y Métodos
El estudio se realizó con un total de 193 muestras
de DNA, extraídas de las tarjetas de FTA o muestras
de bulbo capilar del pelo. Estos animales provenían
de tres regiones brasileñas y una región del noreste
de Portugal, distrito de Bragança, conocida como
Miranda de Douro. La raza Marchador Brasileiro -
MB (n=57) representa el Núcleo de Conservación de
esta raza, situada en Colina, SP. Los asnos
Nordestinos fueron muestreados en dos regiones:
Ceará - CE (n=34) cuyos animales habían sido aban-
donados y posteriormente capturados por el Depar-
tamento de Tránsito (DETRAN), y Paraiba - PB (n=40),
animales que pertenecían a 38 propiedades ubica-
das cerca de las ciudades de Remigio, Algodão de
Jandaíra y Areia. Los asnos Portugueses (n=62) fue-
ron clasificados según su patrón racial por AEPGA,
representando a la raza autóctona Mirandesa - MI
(n=41) y a otras poblaciones Portuguesas - OP (n=21).
Un total de 15 marcadores de tipo microsatélite,
recomendados por la FAO, se amplificaron en una
única reacción de PCR, usando el StockMarks for Horses
Genotyping Kit (Applied Biosystems). Los fragmentos
amplificados se separaron por electroforesis capilar
en un secuenciador automático ABI 3130. La inter-
pretación de los genotipos se realizó mediante el pro-
grama GeneMapper v3.7 (Applied Biosystems). Con la
información de los diferentes genotipos obtenidos
para cada animal, y utilizando los programas Cervus
(Marshall et al., 1998) y GENEPOP v.4.1 (Rousset,
2008), se calcularon los índices de diversidad: núme-
ro de alelos por locus (NA), valores de heterocigocidad
esperada (He) y heterocigocidad observada (Ho) y
niveles de endogamia (FIS), además de las frecuen-
cias de los alelos y genotipos, realizándose las co-
rrespondientes pruebas de equilibrio de Hardy-
Weinberg.
El estudio de la estructura de las poblaciones se
realizó mediante el programa Structure v. 2.1
(Pritchard et al., 2000). En el análisis se utilizó el
admixture model con las frecuencias de alelos
correlacionados, con un período de «burning» de
55000, seguido por 110000 iteraciones Markov Chain
Monte Carlo. Se realizaron simulaciones para K po-
blaciones pre-determinadas, con valores de K entre 1
y 5, y 3 repeticiones para cada K.
Resultados y Discusión
Los 15 marcadores investigados revelaron un to-
tal de 172 alelos, y únicamente la población MB pre-
sentó todos los loci polmórficos. En las otras pobla-
ciones, el marcador HMS1 no mostró variabilidad,
detectándose solo el alelo 167. En la población total,
los marcadores con menor número de alelos fueron
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HTG4 y HMS3 y con un mayor número de alelos
AHT5 y HTG7.
La prueba exacta de Fisher, basado en el método
de la cadena de Markov contenido en el programa
GENEPOP v. 4.1, reveló que la mayoría de los loci no
se hallaban en equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05)
en las poblaciones MB (99,9%), CE (64,29%), PB
(85,71%) y MI (57,14%), debido a un significativo ex-
ceso de homocigotos (P<0,05).
Como puede observarse en la Cuadro 1, la pobla-
ción MB fue la que reveló un mayor número de alelos
(NA=8,47) y de déficit de heterocigotos (FIS=0,2714;
P<0,001). Todas las poblaciones mostraron valores
de heterocigosidad esperada (He) elevados, y siem-
pre superiores a los observados (Ho). Estas diferen-
cias reflejan desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg muy significativas (P<0,001), que se atri-
buyen al exceso de homocigotos, observándose prin-
cipalmente en las poblaciones MB, PB y MI, cuyos
valores de FIS fueron los más altos y significativos
(P<0,001).
El alto valor de endogamia estimado para la po-
blación MB, se ajusta a resultados obtenidos previa-
mente por otros autores (Almeida et al., 2009). Dichos
autores, que compararon la diversidad haplotídica
del ADNmt entre las tres razas de asnos brasileñas
(Nordestina, Pêga y Marchador Brasileiro), detecta-
ron nueve haplotipos específicos en la población
Nordestina, seis en la población Pêga y solo uno en
la población MB, del total de 16 haplotipos espera-
dos para la especie asnal. Estos resultados confir-
man la pérdida de variabilidad observada en la raza
Marchador Brasileiro (MB) y pone esta población en
inminente y peligrosa situación de riesgo.
Con respecto a la estructura poblacional, y sobre
la base de las simulaciones resultantes de las cinco
poblaciones en estudio, se determinó 5 como el valor
más óptimo para K. Por tanto, podemos admitir 5
poblaciones ancestrales subyacentes a los datos. La
Figura 1 muestra el gráfico correspondiente a los da-
tos considerando K = 5. En el grafico, los individuos
aparecen representados por líneas verticales de co-
lor en proporción a la fracción de su genotipo atri-
buible a cada una de las poblaciones deducidas
(Pritchard et al., 2000).
La Figura 1 muestra 5 grupos identificados por
los colores verde, rosa, rojo, azul y amarillo, que no se
corresponden con las cinco poblaciones del estudio.
Los individuos de las dos poblaciones de origen ibé-
rico, 1 (OP) y 4 (MI), se asocian a la agrupación verde,
evidenciando que dichas poblaciones no están muy
separadas genéticamente entre sí. Sin embargo, sí que
se separan claramente de las poblaciones brasileñas,
mostrando, no obstante, algunos individuos fraccio-
nes del genoma comunes a todos ellos, esencialmen-
te la población 3 (CE). La población 2 (MB), revela
una subestructuración muy clara, pues los indivi-
duos que la componen se agrupan en dos distintos
grupos, siendo el grupo rosa más representativo que
el grupo rojo.
Esta pluralidad parece indicar la existencia de
individuos de diferentes orígenes, estando allí repre-
sentados individuos permanecido aislados de otros,
probablemente como consecuencia del pequeño ta-
maño de población, y que ha favorecido una mayor
frecuencia de apareamientos entre individuos estre-
chamente emparentados, dando como resultado la
fijación de alelos. Esta hipótesis sería consistente con
el valor de la FIS (0,2714) estimada en este estudio. Las
poblaciones 3 (CE) y 5 (PB), asociadas respectivamen-
te a los clusters azul y amarillo, se diferencian clara-
mente de las restantes. Sin embargo, se evidencia en
ambas individuos con mayor o menor grado de mes-
tizaje, esencialmente con las poblaciones de origen
ibérico, y pone en evidencia la influencia de dichas
poblaciones ibéricas en Brasil.
Por otra parte, las relaciones genéticas entre razas
europeas y americanas, evaluadas por Jordana et al.
(2012) sobre la base de trece marcadores
microsatélites, demostraron que la mayoría de las
Cuadro 1. Valores de diversidad genética para cinco poblaciones asnales (MB, PB, CE, MI, OP).
Población N NA PIC He Ho F
IS
Marchador Brasileiro – MB 58 8,47 0,662 0,698 0,509 0,2714**
Jumento Nordestino – PB 39 6,33 0,550 0,592 0,515 0,1258**
Jumento Nordestino – CE 34 6,53 0,564 0,605 0,595 0,0155ns
Burro de Miranda - MI 41 6,73 0,614 0,661 0,592 0,1065**
Otras poblaciones - OP 21 6,33 0,570 0,623 0,562 0,0795*
N: número de animales analizados; NA: número promedio de alelos por locus; PIC: contenido de información polimórfica; He:
heterocigosidad esperada según el equilibrio Hardy-Weinberg; Ho: heterocigosidad observada; FIS: índice de endogamia; ns: no
significativo;*P<0,05; **P<0,001.
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poblaciones americanas y europeas se diferencian
genéticamente. Estos autores analizaron 22 pobla-
ciones asnales correspondientes a 14 países de Eu-
ropa (3) e Iberoamérica (11), y mostraron que la gran
mayoría de las poblaciones americanas no se agru-
paban con las razas europeas, sino que se diferen-
ciaban genéticamente de estas. Dentro de la propia
metapoblación americana pudieron distinguir dos
grandes grupos: uno que englobaría las zonas de
influencia más atlántica, y otro que agruparía las
poblaciones del sur y la zona andina de Sudamérica.
Estos autores, a partir de los resultados, consideran
casi nulo el intercambio de reproductores entre con-
Figura 1. Representación gráfica de los resultados de la estructura genética de cinco poblaciones asnales
comprendiendo 193 animales, obtenida mediante el programa Structure para K=5. Población 1: pool
de razas portuguesas (OP); 2= raza Marchador Brasileiro (MB); 3= Jumento Nordestino – Ceará (CE);
4 = Burro de Miranda (MI); 5= Jumento Nordestino – Paraíba (PB).
tinentes, y conjuntamente con los efectos manifies-
tos de la deriva genética, postulan a estas dos cau-
sas como las que habrían promovido la diferencia-
ción actual entre las poblaciones, habiéndose crea-
do grupos singulares y claramente diferenciados
entre sí.
Los datos de microsatélites obtenidos en este estu-
dio se analizarán en conjunción con los obtenidos
por Jordana et al. (2012) para clarificar las relaciones
genéticas entre las referidas poblaciones, con el fin
de encontrar grupos genéticamente similares que
podrían ayudar en la recuperación de la diversidad
de la raza Marchador Brasileiro.
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